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Resumo
Introdução:  O ferro é um elemento essencial aos seres vivos por atuar no transporte de oxigênio, metabolismo
energético e síntese de DNA. Porém, por se tratar de um metal  de transição,  este elemento pode assumir
diversos estados de oxidação, e por isso participar de reações de óxido-redução na sua forma livre, podendo
causar  danos  a  biomoléculas.  A regulação  sistêmica  deste  elemento  é  mediada  pelo  hormônio  hepcidina,
produzido predominantemente pelos hepatócitos. A regulação da expressão da hepcidina é dada pelo status de
ferro, eritropoiese e resposta inflamatória. Sob condições de eritropoiese estimulada, o aumento da produção e
proliferação de  eritrócitos,  induzidos  pelo  hormônio eritropoietina  (EPO),  a  hepcidina  apresenta  sua  síntese
inibida para que o ferro possa ser disponibilizado das reservas para a produção de hemácias. Sob condições de
inflamação ou de infecção, o sistema imunológico libera citocinas pró-inflamatórias como interleucina 1 beta (IL-
1),  interleucina 6 (IL-6)  e  o fator  de necrose tumoral-alfa  (TNF-ɑ).  A IL-6,  ao  se ligar  ao  seu receptor  na
membrana da célula, provoca modificações que promovem a fosforilação do fator de transcrição STAT-3 (Sinal
Transdutor e Ativador da Transcrição 3). O STAT3 fosforilado (pSTAT3) migra para o núcleo da célula e promove
a transcrição de hepcidina, que por sua vez impede a liberação de mais ferro ao organismo. Os mecanismos da
regulação mediada por IL-1 ainda não estão bem elucidados, mas acredita-se que ao se ligar ao seu receptor
na célula, esta citocina também seja capaz de promover a transcrição de hepcidina de forma direta ou por meio
da fosforilação das SMADs 1/5/8. Os mecanismos do TNF-ɑ que promovem a transcrição de hepcidina também
ainda  não  foram  bem  elucidados  pela  literatura. Alguns  estudos  revelam  que  alimentos  com  alto  teor  de
compostos fitoquímicos são capazes de diminuir a expressão de citocinas mediadoras da inflamação. Esses
compostos podem ser encontrados em frutas e hortaliças, como O Tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart.), um
fruto típico do cerrado brasileiro, um alimento com alto teor dessas substâncias. Desta forma, o presente trabalho
investigou a hipótese de que o consumo de Tucum-do-Cerrado, em ratos, seria capaz de modular a expressão
da hepcidina através das vias da inflamação e da eritropoiese.  Metodologia:  No presente estudo, 32 ratos
Wistar machos foram divididos em quatro grupos e receberam o seguinte tratamento dietético:  controle (dieta
AIN-93G, com 35mg de ferro / kg de dieta), Tucum (dieta AIN-93G, com 35mg de ferro + 150g de Tucum-do-
cerrado / kg de dieta), ferro (dieta AIN-93G contendo 350mg de ferro / kg de dieta) e Tucum + ferro (dieta AIN-
93G contendo 350mg de ferro / kg dieta + 150g de Tucum-do-Cerrado / kg de dieta). Ao fim de 12 semanas de
tratamento  os  animais  foram sacrificados  e  o intestino,  o  fígado,  o  baço  e  os  rins  foram  removidos  para
posteriores análises.  Quantificou-se a concentração de ferro nos órgãos dos animais por  Espectrometria de
Emissão Atômica por Plasma Acoplado. Os níveis de mRNA de Il1b, TNF-a, hamp e Epo foram quantificados por
sistema de reação da polimerase em cadeia em tempo real. Os níveis séricos de proteínas pró-inflamatórias
foram dosados por ensaio imunoenzimático e os níveis hepáticos de pSTAT3 foram determinados por Western
Blot. A análise estatística foi realizada através do software SPSS, com nível de significância p<0.05. Resultados:
Os níveis de transcritos de hepcidina (Hamp) no fígado dos animais do grupo suplementado com ferro (+Fe) foi
significativamente  maior  que  o  grupo CT (p  <  0,001).  O tratamento  dietético  com Tucum-do-Cerrado  (Tuc)
promoveu diminuição dos níveis hepáticos de Hamp em relação ao grupo controle (p = 0,001). A redução dos
níveis de transcritos de hepcidina também foi observada na associação do consumo de Tucum-do-Cerrado e
suplementação de ferro (Tuc+Fe), em relação ao grupo +Fe (p < 0,001). Não foram encontradas diferenças
significativas nos níveis hepáticos de transcritos de Il1b e nos níveis de proteína sérica IL-1 entre os diferentes
tratamentos. No grupo dos animais suplementados com ferro (+Fe) os níveis de pSTAT3 foram maiores que os
do  grupo  controle  (p  =  0,002),  enquanto  que  o  tratamento  dietético  com  Tucum-do-Cerrado  associado  à
suplementação de ferro (Tuc+Fe) diminuiu os níveis de pSTAT3 em relação ao grupo ferro (p = 0,001), e tornou
os níveis semelhantes ao observado no grupo controle.  Os níveis renais de transcritos de eritropoietina (Epo)
diminuíram no grupo suplementado com ferro e no grupo Tucum-do-Cerrado em comparação ao grupo controle
(p  =0,001 para  ambos),  não  tendo sido  observadas  diferenças  no  grupo  que  consumiu  Tucum-do-Cerrado
associado à suplementação de ferro (Tuc+Fe), em relação ao grupo +Fe. Conclusão: O consumo de Tucum-do-
Cerrado promoveu inibição da transcrição do gene que codifica hepcidina (Hamp). O Tucum-do-Cerrado não
alterou os níveis de transcritos hepáticos e proteínas séricas de IL-1β e TNF-a. Porém, o consumo de tucum-do-
cerrado associado à suplementação de ferro diminuiu os níveis de pSTAT3, que está envolvida na ativação da
transcrição de Hamp. A via da eritropoiese parece inibida com o consumo de Tucum-do-Cerrado, considerando
que há diminuição dos níveis de mRNA de eritropoietina.  Concluiu-se no presente estudo que o consumo de
Tucum-do-Cerrado, em ratos, é capaz de modular o metabolismo de ferro pelas vias da inflamação.
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O ferro é um elemento essencial aos seres vivos uma vez que atua como
cofator  de  diversas  funções  fundamentais  ao  organismo,  como  transporte  de
oxigênio, metabolismo energético e síntese de DNA (PANTOPOULOS et al, 2011). O
ferro  do  organismo  é  obtido  pela  dieta  ou  através  da  reciclagem  de  eritrócitos
senescentes (EVSTATIEV et al, 2012). Na dieta o ferro é encontrado nas formas de
ferro hêmico (Fe+2 associado a um grupo heme) em alimentos de origem animal, e
ferro não-hêmico (Fe+3) em alimentos de origem vegetal (SHILS et al, 2009). 
O  ferro  dietético  é  absorvido  principalmente  no  duodeno  e  na  porção
superior  do  jejuno.  O  ferro  não-hêmico  e  o  ferro-hêmico  são  absorvidos  por
transportadores diferentes, sendo o ferro-hêmico a forma mais biodisponível por ser
absorvido  diretamente  por  um  carreador  transmembrana  específico,  sem  a
necessidade de sofrer qualquer modificação (SHILS et al, 2009). O Fe não-hêmico
precisa  sofrer  redução  (Fe+3  a  Fe+2) por  ação  da  enzima  citocromo  B  duodenal
(Dcytb) para que então possa entrar na célula por ação do transportador de metal
divalente 1 (DMT1), localizado na membrana apical dos enterócitos (EVSTATIEV et
al, 2012). No enterócito, o ferro absorvido pode ser utilizado pelo próprio ou pode ser
exportado para o plasma ligado à proteína sérica transferrina. A exportação deste
mineral pelo enterócito se dá através da proteína ferroportina, único transportador
conhecido pelo efluxo de ferro (ZHANG et al, 2013).
Por  se  tratar  de  um  metal  de  transição,  o  ferro  pode  assumir  diversos
estados de oxidação, e por isso participar de reações de óxido-redução. Quando em
excesso, na sua forma livre, o ferro participa de reações de óxido-redução como as
reações  de  Fenton  e  Haber-Weiss,  levando  à  produção  de  radicais  livres,  que
podem causar danos às biomoléculas (SHILS et al, 2009). 
Como não há um mecanismo de excreção de ferro, a fim de se evitar esta
toxicidade,  o  organismo possui  um rígido  controle  na  homeostase deste  mineral
(ESTATIEV  et  al,  2012).  Este  controle  se  dá  pela  regulação  intracelular  e  pela
regulação sistêmica. A regulação intracelular acontece por meio de um mecanismo
de  regulação  pós-transcricional  de  proteínas  relacionadas  à  absorção,
armazenamento,  transporte  e  exportação  celular  de  ferro,  como  as  proteínas
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denominadas: transportador de metais divalentes-1 (DMT-1), ferritina, transferrina e
ferroportina, respectivamente, através do sistema de regulação intracelular IRE-IRP
(elemento responsivo ao ferro – proteína ligante de ferro) (HENTZE et al, 2010).
A  regulação  sistêmica  é  mediada  pelo  hormônio  peptídico  hepcidina,
sintetizado, processado e secretado predominantemente pelos hepatócitos (LEMOS,
2010). A hepcidina age ligando-se à ferroportina, internalizando-a e degradando-a,
impedindo  assim  o  efluxo  deste  mineral  das  células  (ZHANG,  2010;  NEMETH,
2004). 
A expressão de hepcidina é regulada pelo status de ferro, envolvendo a via
sinalização da proteína morfogenética do osso (BMP6) – hemojuvelina (HJV) e a via
do receptor de transferrina (TfR) – proteína da hemocromatose (HFE) (ESTATIEV et
al, 2012). Além da concentração de ferro no organismo, a expressão de hepcidina
também é mediada pela resposta inflamatória. Sob condições de inflamação ou de
infecção, o sistema imunológico libera citocinas pró-inflamatórias como interleucina 1
beta (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-ɑ) (PORTO
et  al,  2012;  VITALE el  al,  2007).  A IL-6,  ao  se  ligar  ao  seu  receptor  na  célula
hepática, provoca modificações que promovem a fosforilação do fator de transcrição
STAT-3  (Sinal  Transdutor  e  Ativador  da  Transcrição  3).  O  STAT3  fosforilado
(pSTAT3)  migra  para  o  núcleo  da  célula  e  promove  a  transcrição  do  gene  da
hepcidina,  que por  sua vez impede a liberação de mais ferro ao organismo. Os
mecanismos da regulação mediada por IL-1 ainda não estão bem elucidados, mas
acredita-se que ao se ligar ao seu receptor celular, esta citocina também seja capaz
de promover a transcrição de hepcidina de forma direta ou por meio da fosforilação
das SMADs 1/5/8. Um estudo mais recente revela que possa haver uma conexão
indireta entre a via da IL-1 e a via de sinalização da BMP na ativação da transcrição
de hepcidina (ZHANG et al,  2012; ANDERSON et al,  2007; SHANMUGAN et al,
2015). Os mecanismos do TNF-ɑ que promovem a transcrição de hepcidina  ainda
não foram muito bem esclarecidos pela literatura (PORTO et al, 2012; PINTO et al,
2010).
Outro  fator  que  modula  a  expressão  da  hepcidina  é  a  eritropoiese.  Sob
condições de eritropoiese estimulada, com aumento da produção e proliferação de
eritrócitos,  induzidos  pelo  hormônio  eritropoietina  (EPO),  a  hepcidina  apresenta
12
síntese inibida (HAASE et al, 2012). O mecanismo pelo qual a hepcidina é inibida
pela  EPO não  está  totalmente  elucidado,  mas  sugere-se  que  não  aconteça  de
maneira direta (GAMMELLA et al, 2015). Em condições de baixa tensão de oxigênio,
como em situações de hipóxia, há indução da síntese de EPO, que age na medula
óssea provocando a diferenciação e proliferação de eritrócitos.  Os estudos mais
recentes  sugerem  que  alguns  fatores  solúveis  produzidos  pelos  precursores  de
eritrócitos como o fator de diferenciação do crescimento 15 (GDF-15), a proteína
TWSG1 (twisted  gastrulation protein 1) e a eritroferrone  promovam diminuição da
indução da expressão de hepcidina (TANNO et al, 2009; GAMMELLA et al, 2015).
Alguns estudos revelam que alimentos com alto teor de fitoquímicos são
capazes de diminuir a expressão de citocinas mediadoras da inflamação (KIM et al,
2013;  KAUNTZ et al, 2012). Mais de cinco mil fitoquímicos já foram identificados,
porém suas ações ainda são pouco estudadas. Dentre os fitoquímicos conhecidos
os principais são a classe dos compostos fenólicos, que abrange compostos como
os flavonoides, estilbenos, cumarinas e taninos (FERREIRA et al, 2007). 
Esses compostos podem ser encontrados em frutas e hortaliças, como o
Tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart.), um fruto típico do cerrado brasileiro (LIU,
2013; SIQUEIRA et al, 2013). Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
revelou que o Tucum-do-Cerrado possui alto teor de fitoquímicos quando comparado
a outros doze frutos  nativos do cerrado (SIQUEIRA et  al,  2013).  Em um estudo
recente, o qual avaliou o efeito protetor deste fruto contra o estresse oxidativo em
modelo in vitro, observou-se que o extrato do Tucum-do-Cerrado foi capaz de captar
espécies reativas de oxigênio e reduzir danos celulares (SCHUELTER et al, 2016). O
consumo deste fruto é capaz de reduzir o estresse oxidativo gerado por acúmulo de
ferro excessivo no organismo, por meio da diminuição da biodisponibilidade deste no
fígado e consequente modulação de certos genes envolvidos na regulação desse
micronutriente  (FUSTINONI-REIS  et  al,  2016).  Desta  forma,  o presente trabalho
avaliou o efeito do consumo de Tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart) na via de




Avaliar o efeito do consumo de Tucum-do-Cerrado (Bactris setosa Mart) na
via de regulação da hepcidina modulada pela inflamação e eritropoiese.
1.2. Objetivos específicos
 Quantificar a concentração de ferro no fígado, intestino, baço e nos rins de ratos
suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado.
 Dosar os níveis de mRNA de interleucina 1 beta (IL-1), fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-ɑ),  hepcidina (Hamp) no fígado e de eritropoietina nos rins  de  ratos
suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado.
 Dosar  níveis  hepáticos  da  proteína  STAT3  fosforilada  (pSTAT3)  de  ratos
suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado.
 Determinar  o  estado  inflamatório  dos  animais  por  meio  da  avaliação  das
concentrações séricas de citocinas pró-inflamatórias de ratos suplementados com
ferro e/ou Tucum-do-Cerrado.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1. Animais
32 ratos Wistar machos de 25 dias de idade foram tratados no biotério da
Faculdade de Ciências da Saúde, na Universidade de Brasília. Empregou-se ciclo de
luz / escuridão de 12/12h, temperatura de 23  ±  2ºC, livre acesso à água e dieta
padrão para roedores em crescimento AIN – 93G (REEVES et al, 1993) ofertada de
16h às 8h.  O estudo foi  aprovado pelo  Comitê  de Ética  de Uso de Animais  do
Instituto  de  Ciências  Biológicas  da  Universidade  de  Brasília,  UnB,  UnBDoc  nº
20855/2014.
2.2. Protocolo experimental
Ao fim de quatro semanas de aclimatação com dieta padrão para roedores
em crescimento, os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais (8 animais
em cada grupo) e receberam as seguintes dietas:
- Controle (CT): Dieta AIN-93G, com 35mg de ferro / kg de dieta;
- Ferro (Fe): Dieta AIN-93G contendo 350mg de ferro / kg de dieta;
- Tucum (Tuc): Dieta AIN-93G, com 35mg de ferro + 150g de Tucum-do-cerrado / kg
de dieta;
-  Tucum + Ferro (Tuc+Fe):  Dieta AIN-93G contendo 350mg de ferro / kg dieta +
150g de Tucum-do-Cerrado / kg de dieta.
As  quantidades  de  macronutrientes  da  dieta  advindas  com o  Tucum-do-
Cerrado foram ajustadas com o intuito de adequar estes nutrientes de acordo com
as recomendações previstas na dieta AIN-93G para roedores (REEVES et al., 1993).
A quantidade de Tucum-do-Cerrado utilizada no estudo (150g de fruto para cada
quilograma de dieta) foi embasada na recomendação de cinco porções diárias de
frutas e hortaliças para adultos saudáveis, especificadas no Guia Alimentar para a
População Brasileira (BRASIL, 2008), seguindo a proporção entre a quantidade total
de alimento ingerida por um indivíduo adulto ao longo do dia e a quantidade ingerida
por um rato adulto no dia. A dose de suplementação de ferro fornecida foi dez vezes
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maior que a recomendada para roedores. Esta quantidade foi baseada na dose de
suplementação utilizada em seres humanos adultos, que é aproximadamente dez
vezes superior à Ingestão Dietética Recomendada (RDA).
As rações dos animais foram preparadas mensalmente a partir da mistura
dos  ingredientes  (Rhoster,  Araçoiaba  da  Serra,  SP,  Brasil)  de  acordo  com  a
proporção dos ingredientes proposta por Reeves et al. (1993), descritas na tabela 1.
Ao fim do preparo, as rações foram armazenadas a -20ºC.
Tabela 1. Composição da dieta AIN-93G formulada para roedores em crescimento.
Ingrediente g/Kg de dieta
Amido de milho 397,5
Caseína (proteína >85%) 200,0
Amido dextrinizado (tetrassacarídeo 90-94%) 132,0
Sacarose 100,0





Bitartarato de colina (colina 41,1%) 2,5
Terc-butil hidroquinona 0,014
Fonte: (REEVES et al., 1993)
Ao fim de 12 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados com
isoflurano em câmara anestésica, seguida de punção cardíaca. O intestino, o fígado,
o baço e os rins foram removidos e lavados em solução salina (NaCl, 0,9%) a 4ºC,
imediatamente  congelados  em nitrogênio  líquido  (N₂)  e  estocados  a  -80ºC  para
posteriores análises. O sangue foi  coletado em dois tubos, um sem e outro com
EDTA 7% (21L / mL sangue).
2.3. Consumo de dieta e ganho de peso
O consumo da dieta foi mensurado diariamente por meio da diferença entre
a quantidade de dieta ofertada e a quantidade de sobras. Os ratos foram pesados
semanalmente  em balança  analítica  (Marte,  ASF11,  São  Paulo,  SP,  Brasil)  para
avaliação ponderal, antes de receberem a ração.
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2.4. Parâmetros hematológicos
O sangue foi coletado por punção cardíaca em tubos de 1,5mL com EDTA
7% (21L / mL sangue) para análise de células brancas. Após a coleta, os testes
foram realizados no Hospital Veterinário de Brasília utilizando o contador de células
ABX Micros ESV 60 (Horiba, Kyoto, Japão) com parâmetros definidos para ratos.
Foram determinados os seguintes parâmetros eritrócitos (RBC), hemoglobina (Hb),
hematócrito  (HCT),  volume  corpuscular  médio  (VCM),  hemoglobina  corpuscular
média (HCM), concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas
(PTL) e células brancas (WBC). 
2.5. Concentração de ferro na dieta e nos tecidos
A concentração  de  ferro  no  fígado,  baço,  intestino,  rim  e  nas  dietas  foi
quantificada  por  Espectrometria  de  Emissão  Atômica  por  Plasma  Acoplado
(ICP/AES,  Spectro,  Kleve,  Alemanha),  de  acordo  com  o  método  descrito  por
Baranowska, Czernicki e Aleksandrowicz (1995), com modificações. 
Amostras de fígado (0,3 g), de baço (0,1 g), de intestino (0,4 g), de rim (0,4
g) e de ração (0,5 g) foram digeridas com 5 mL HNO3 PA (Sigma Aldrich Co., St
Louis, MO, EUA) e 2,5 mL H2SO4 PA (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) em
sistema  biodigestor  micro-ondas  Provecto  Analítica  (DGT  100  Plus;  Provecto
Analítica, Jundiaí, São Paulo, Brasil), utilizando-se o seguinte programa: 5 min – 330
W; 6 min – 700 W ; 1 min – 800 W; 20 min – 0 W (resfriamento). Após a digestão, as
amostras foram ressuspendidas em HNO3 0,1 mol/L para um volume final de 25 mL.
A  concentração  de  ferro  nas  amostras  foi  determinada  por  espectrometria  de
emissão atômica (ICP-AES;  Spectro,  Kleve,  Alemanha),  linha  238 nm,  utilizando
curva  de  calibração  com  Fe  (Titrisol-Merck)  no  intervalo  de  0  a  10  ppm.  Os
resultados foram expressos em µg de ferro por g de tecido. A exatidão do método
para quantificação de ferro foi  determinada utilizando uma amostra de referência
(Rice Flour, SRM 1658a, United States Department of Commerce, National Institute
of  Standards  and  Technology,  Gaithersburg,  MD,  EUA),  analisada  em  triplicata.
Todas as vidrarias utilizadas nas análises foram lavadas com HCl 10% e em seguida
lavadas com água deionizada (sistema Milli-Q, Millipore Corporation).
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2.6. Determinação dos níveis de transcritos 
2.6.1. Extração de RNA Total, Eletroforese, Precipitação com Acetato e Síntese
de cDNA.
A extração de RNA total do fígado e rim dos animais foi realizada de acordo
com as recomendações do fabricante TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA): 0,1g
de  tecido  foi  homogeneizado  em  TRIzol®  (1  mL  para  cada  0,1  g  de  tecido),
utilizando homogeneizador elétrico TissueRuptor (QIAGEN, Austin, Texas, EUA) com
as amostras imersas em gelo, seguida de centrifugação a  10000 x g a 4ºC por 10
min.  O  sobrenadante  foi  transferido  para  um  outro  tubo,  no  qual  200  µL  de
clorofórmio (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram adicionados seguido de incubação
por 3 minutos à temperatura ambiente e posterior centrifugação a 10000 x g a 4ºC
por  10  min,  para separação da fase orgânica  e fase aquosa.  A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo no qual 500 µL de álcool isopropílico (J. T. Baker,
Xalostoc,  Edo de  Méx,  México)  foram adicionados  para  a  precipitação do  RNA,
seguida de centrifugação a 10000 x g a 4ºC por 10 min. O pellet de RNA foi lavado
com 1 mL etanol 75% (J. T. Baker, Xalostoc, Edo de Méx, México), para remoção de
impurezas,  seco  à  temperatura  ambiente,  ressuspendido  em água  deionizada  e
estocados a -80ºC. 
As amostras de RNA foram precipitadas com acetato de sódio anidro 3 mol/L
e pH 5,2 (0,1 x volume da amostra) e etanol (2,5 x volume da amostra), incubadas a
uma temperatura de 4º C por 30 min e centrifugadas a 10.000 x g por 30 min a 4ºC.
O sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao precipitado 1 mL de etanol 75% a
4ºC  seguido  de  centrifugação  a  10.000  x  g  por  5  min  a  4ºC  e  descarte  do
sobrenadante.  O  material  foi  seco  a  temperatura  ambiente  e  posteriormente
ressuspendido em água deionizada.
A determinação da concentração de RNA total foi realizada através de leitura
em espectrofotômetro  a  260nm (UV-1800  UV-VIS  Spectrophotometer,  Shimadzu,
Kyoto, Japão), e dada pela fórmula: 
Concentração de RNA (µg/ml) = A260 x 40 x fator de diluição.
Na qual, A260 é valor de leitura da amostra a 260 nm, 40 é o coeficiente
médio de extinção do RNA (AZEVEDO et al, 2010).
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O grau de pureza das amostras de RNA foi avaliado por espectrofotometria
através do cálculo entre a razão das absorbâncias a A260/A280 nm para verificação de
contaminação com proteínas e A260/A230 nm para verificação de contaminação com
compostos  fenólicos.  Foram  considerados  como  adequados  valores  das  razões
maiores ou iguais que 1,8 (AZEVEDO et al, 2010).
A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose, no
qual uma alíquota de 300 ng foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%
(BioAgency, São Paulo, SP, Brasil), tampão de corrida TAE 1x (Tris: Vetec, Rio de
Janeiro,  RJ,  Brasil  /  Ácido  Bórico:  Vetec,  Rio  de  Janeiro,  RJ,  Brasil  /  Ácido
Etilenodiaminotetracético:  Sigma,  Saint  Louis,  MO,  EUA)  e  corado  com  5  µL
GelGreenTM (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). O gel foi analisado com auxílio do
software do sistema de fotodocumentação L – Pix HE Image (Loccus Biotecnologia,
SP, Brasil) para confirmar ausência de material genético degradado.
O DNA complementar (cDNA) foi sintetizando utilizando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit  with RNase Inhibitor  (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Um mix 2x foi preparado, contendo 10X RT Buffer, 10X Random
primers,  dNTPmix,  RNase  inhbitor  e  MultiScribeTM  Reverse  Transcriptase,  com
volume final de 10 µL, e posteriormente adicionado a um tubo contendo 10 µL de
amostra  de RNA (na concentração  0,2  µg/µL).  Para  a  realização da  transcrição
reversa foi utilizado termociclador (Esco, Swift Maxi, Hatboro, PA, EUA) aplicando-se
os seguintes parâmetros: 25ºC por 10 min; 37ºC por 120 min; 85ºC por 5 min. Ao
final da reação as amostras de cDNA foram estocadas a uma temperatura de -20ºC
para  posterior  utilização.  Uma  reação  de  síntese  de  cDNA  sem  a  enzima
transcriptase reversa foi realizada para cada amostra como controle negativo. Uma
alíquota destas amostras foi submetida à reação da polimerase em cadeia em tempo
real (qPCR) para averiguar a ausência de contaminação por DNA genômico.
2.6.2. Determinação  dos  níveis  de  mRNA  dos  genes  marcadores  de
inflamação, eritropoiese e metabolismo de ferro.
As concentrações de mRNA dos genes marcadores de inflamação no fígado
– interleucina-1 beta (Il1b)  e fator  de necrose tumoral  alfa  (Tnfa)–,  marcador  da
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eritropoiese no rim – eritropoietina (Epo) - e marcador de metabolismo de ferro –
hepcidina  (Hamp)  no  fígado,  foram  determinadas  pela  amplificação  através  do
sistema de reação da polimerase em cadeia em tempo real (qPCR; StepOne Plus
Real Time PCR System, Applied Biosystems, Cingapura). 
A qPCR foi realizada utilizando 2 µL de cDNA (correspondendo a cerca de
0,02 µg de RNA total), 5 µL de Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) e 0,2 µmol/L (concentração final) de cada primer (tabela 2),
com  volume  final  de  10  µL.  A amplificação  do  gene  de  interesse  foi  realizada
empregando-se um sistema de reação de 50 ciclos (desnaturação: 95ºC por 20 s;
hibridação: 95ºC por 3 s e 60ºC por 30 s; estágio da curva de dissociação: 95ºC por
15 s, 60ºC por 60 s,  95ºC por 15 s e 60ºC por 15 s).  A especificidade de cada
produto amplificado foi verificada à partir da curva de dissociação.
Para determinar a eficiência das reações, foram construídas curvas-padrão
de cada gene de interesse a partir do valor do ciclo de amplificação (CT) versus log
da  concentração  de  cDNA e  a  eficiência  será  quantificada  a  partir  do  valor  do
coeficiente angular da reta, através da equação: 
E (%)  = (10 -1/inclinação - 1) x 100 
na qual, E corresponde à eficiência da reação, e a inclinação corresponde ao
valor do coeficiente angular da reta. A eficiência da qPCR foi  considerada válida
entre 90 a 110%. 
Uma outra curva foi construída utilizando-se os valores de ΔCT (CT gene de
interesse - CT gene constitutivo) versus o log das diluições de cDNA em unidades
arbitrárias, para cada gene de interesse; para validação destas curvas, o valor de
coeficiente angular da reta foi considerado válido quando menor ou igual a 0,1. A
validação foi realizada segundo o tutorial “Guide to Performing Relative Quantitation
of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (Part #: 4371095 Rev B,
Applied Byosistems). A expressão gênica relativa foi calculada utilizando o método
do  2-ΔΔCT (LIVAK  e  SCHMITTGEN,  2001).  A expressão  dos  genes  foi  calculada
utilizando os valores do CT e os resultados de expressão gênica foram expressos
como o número de vezes expresso em relação ao controle endógeno. Os genes de
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Il1β, Tnfa e a Epo foram feitos em triplicata e o de Il6 foi feita em quadruplicata.
Todas foram normalizadas em relação ao gene constitutivo β-actina (Actb). 
2.7. Dosagem de proteínas séricas
As  dosagens  dos  níveis  séricos  de  IL-1 e  TNF- foram  determinadas
utilizando kits comerciais de ensaio imunoenzimático (ELISA; Bender MedSystqems,
Vienna, Austria). As microplacas foram incubadas overnight,  a 4o C, com 25 L de
anticorpo de captura/ poço, para máxima sensibilização. Após essa incubação, o
conteúdo da microplaca foi descartado e as microplacas foram lavadas cinco vezes
com 150 L com tampão de lavagem (PBS 1x + Tween 20 0,05%). Posteriormente,
25 µL de padrão de IL-1, TNF- ou de soro e foram adicionados e as microplacas
seladas e incubadas overnight,  a 4o C. Em seguida, as microplacas o conteúdo da
microplaca  foi  descartado  e  as  microplacas  e  a  etapa  de  lavagem foi  realizada
novamente. Em seguida, 25 µL de anticorpo de detecção conjugado a biotina/poço
foram adicionados e as microplacas incubadas a temperatura ambiente por 1h. As
microplacas  foram  novamente  lavadas  cinco  vezes  com  tampão  de  lavagem,
seguido de incubação com 25 µL/poço de enzima (Avidin-HRP), com incubação por
30 min a temperatura ambiente. Novamente as microplacas foram lavadas e a cada
poço foram adicionados 25 µL de substrato (solução de tetrametilbenzidina - TMB),
com posterior incubação à temperatura ambiente por cerca de 10 min. A reação foi
interrompida com a adição de 100 µL de solução de parada (H3PO4 1 mol/L) e as
absorbâncias das amostras foram determinadas a 450 nm utilizando-se uma leitora
de microplaca (SurinseTecan, Seestrasse, Männedorf, Suíça). Para determinação da
concentração de cada citocina foi construída uma curva de calibração de seis pontos
com padrões específicos.
2.8. Dosagem dos níveis hepáticos de STAT 3 fosforilada (pSTAT3)
Os níveis hepáticos de STAT 3 fosforilada (pSTAT3) foram determinados por
Western  Blotting.  0,2g  de  tecido  foi  homogeneizado  com 400  L de  tampão de
homogeneização (composto por sacarose 0,25 mol/L,  Tris HCl 15mmol/L pH 7,9,
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NaCl 15mmol/L, KCl 60mmol/L, EDTA 5mmol/L, Spermine 0,15mmol/L, Spermidine
0,5mmol/L e Dithiotheritol 1mmol/L), 40µL de PMSF e 10µL de coquetel inibidor de
protease,  centrifugados  a  12.000  x  g por  10  min,  a  4o C.  O  sobrenadante  foi
recolhido  e  estocado  a  -80ºC  para  posteriores  análises.  As  concentrações  de
proteína  total  de  cada  extrato  de  proteína  foram  determinadas  pelo  método  de
Lowry,  modificado  por  Hartree  (1972).  Cem  microgramas  de  proteína  foram
adicionados e separados por SDS-PAGE de 5% e 12% e em seguida transferidas
para membrana de fluoreto de polivinilideno de 0,45 µm (membrana de transferência
Immobilon®-P -  IPVH00010 -  Millipore -  Billerica MA,  EUA).  Após esta etapa as
membranas foram incubadas com tampão de bloqueio (TBS, 0,1% de Tween 20 e
leite em pó desnatado 5%), por 2h, e depois incubadas com anticorpo primário, com
diluição de 1:500 para pSTAT3 e 1:1000 para Actb,  overnight à 4ºC, em agitador
basculante com velocidade mediana. 
Após o  período  de incubação as  membranas foram lavadas com TBS-T
0,1% três vezes e sensibilizadas por 1h com o anticorpo secundário conjugado à
fosfatase alcalina diluído em 1:1000. Posteriormente as membranas foram lavadas
três vezes em TBS-T 0,1% e as bandas foram visualizadas por solução BCIP® /
NBT (B6404 - Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) e quantificadas com sistema de
análise de imagem Image Studio Lite (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA).
2.9. Análise estatística
Para avaliação da normalidade dos dados foi  utilizado teste Kolmogorov-
Smirnov. Para realizar as comparações entre os tratamentos foi utilizado teste de
comparações múltiplas (ANOVA) com correção de Bonferroni, utilizando o software
SPSS (versão 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), com nível de significância de p <
0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Embora o metabolismo de ferro seja finamente regulado, o consumo
excessivo  de  ferro  pode  levar  a  uma  sobrecarga  deste  micronutriente  no
organismo, levando a uma série de danos às biomoléculas. A fim de controlar
o equilíbrio  sistêmico deste micronutriente,  a  hepcidina,  principal  hormônio
regulador  da  homeostase de ferro,  tem papel  fundamental  no  controle  do
efluxo  deste  elemento  das  células.  A regulação  da  hepcidina  é  mediada
principalmente pelo  status de ferro no organismo, inflamação e eritropoiese
(EVSTATIEV e GASCHE, 2012). 
Além do controle da mobilização do ferro a partir dos tecidos, os efeitos
deletérios do ferro consumido em excesso podem ser diminuídos pela ligação
deste micronutriente a alguns compostos de baixo peso molecular passíveis
de serem encontrados em frutas e hortaliças, como os polifenois (BACCAN et
al,  2012).  Esses  compostos  têm como  principais  características  as  ações
antioxidantes  e  anti-inflamatórias  e  a  regulação  da  expressão  de  genes
(CARDOZO et al, 2013; LIU, 2013). No presente estudo os animais  tiveram
suas  dietas  suplementadas  com  ferro,  associadas  ou  não  ao  Tucum-do-
Cerrado, um fruto rico em compostos polifenois. 
Ao  final  de  12  semanas  de  tratamento  não  foram  observadas
diferenças significativas no ganho de peso corporal e no consumo dietético
entre  os  grupos  (Tabela  2).  O  mesmo  resultado  pode  ser  encontrado  no
estudo  de  Fustinoni-Reis  et  al  (2016)  no  qual  ratos  Wistar  machos
suplementados com ferro também não tiveram alterações no ganho de peso
corporal.  Conforme  esperado,  as  concentrações  de  ferro  das  dietas  dos
animais  do  grupo  Fe  e  do  grupo  Tuc+Fe  tinham  uma  quantidade  deste
micronutriente significativamente maior que a dieta do grupo CT (p < 0,001 e
p < 0,001, respectivamente), portanto os animais destes grupos consumiram
mais ferro que os demais (Tabela 2). 
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Tabela 2. Efeito do consumo de Tucum-do-Cerrado no ganho de peso corporal, consumo dietético e
concentração de ferro da dieta de ratos suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado. 
CT Fe Tuc Tuc+Fe
Ganho de peso
corporal (g)




1558,60 ± 106,82 1642,00 ± 89,55 1534,68 ± 73,72 1604,72 ± 188,86
[Fe] na dieta
(μg/g)
24,24 ± 4,78 214,61 ± 50,76 * 28,69 ± 4,75 216,65 ± 35,21* 
CT, grupo tratado com dieta controle AIN-93G; + Fe, grupo tratado com dieta AIN-93G contendo 350 mg/Kg de ferro; Tuc, dieta 
AIN-93G acrescida de 15% de Tucum-do-Cerrado; Tuc + Fe, dieta AIN-93G acrescida de 15% de Tucum-do-Cerrado contendo 
350 mg/Kg de ferro. Os dados correspondem a média ± desvio-padrão (n = 8). * Diferenças estatísticas em relação ao grupo 
CT, (p < 0,05). 
O status de ferro no organismo é refletido pelos parâmetros séricos e
pela sua concentração nos tecidos.  No plasma o ferro é transportado pela
proteína  transferrina  a  qual  se  encontra  mais  saturada  quando  os  níveis
séricos de ferro aumentam, já que esta precisa ligar-se à mais íons ferro.
Consequentemente tem-se redução na capacidade de ligação dessa proteína
ao ferro e maior saturação da transferrina (SHILS et al, 2009). Ao final das 12
semanas  de  tratamento  a concentração  de  ferro  sérico e  a  saturação  de
transferrina  dos  animais  suplementados  com  ferro  (+Fe)  foram
significativamente maiores comparados ao grupo CT (p = 0,031 e p = 0,022,
respectivamente;  Tabela  3),  e  consequentemente  a capacidade de ligação
latente de ferro (CLLF) menor (p = 0,013; Tabela 3). 
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Fustinoni-
Reis  et  al  (2016).  Ratos  suplementados  com  ferro  por  30  dias  também
apresentaram maior porcentagem de saturação de transferrina em relação ao
grupo controle. Entretanto, neste mesmo estudo, o consumo de Tucum-do-
Cerrado associado a suplementação de ferro promoveu diminuição dos níveis
de Fe sérico e saturação de transferrina em relação ao grupo suplementado
com ferro,  resultado diferente do encontrado no presente estudo, uma vez
que não foram observadas diferenças significativas nos parâmetros séricos
de ferro entre os animais do grupo +Fe e do grupo Tuc+Fe. 
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Em relação aos parâmetros hematológicos (Tabela 3), os animais que
consumiram  Tucum-do-Cerrado  (Tuc)  apresentaram  maiores  níveis  de
concentração  de  hemoglobina  corpuscular  média  (CHCM)  quando
comparados aos animais do grupo CT (p = 0,028). O mesmo foi observado na
associação  da  suplementação  de  ferro  e  Tucum-do-Cerrado  (Tuc+Fe)  em
relação  ao  grupo  +Fe:  maiores  níveis  de  hemoglobina  corpuscular  média
(HCM) e CHCM (p = 0,003 e p < 0,001, respectivamente).
As  células  brancas  desempenham  importante  papel  no  sistema
imune, já que fazem parte dos mecanismos de defesa do organismo. Sob
condições  de  infecção  os  níveis  plasmáticos  destas  células  encontram-se
aumentados  (CUPPARI  et  al,  2002).  No  presente  estudo  os  animais  não
apresentaram diferença estatística em relação aos níveis de células brancas
entre os diferentes tratamentos, indicando ausência de quadro de infecção
(Tabela 3).
Tabela 3. Efeito do consumo de Tucum-do-Cerrado nos parâmetros hematológicos e de ferro sérico
de ratos suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado. 
CT Fe Tuc Tuc+Fe
Ferro sérico
(μg/dL)
107,68 ± 5,85 202,46 ± 78,42* 142,17 ± 32,98 177,60 ± 42,02
CLLF (μg/dL) 286,18 ± 59,85 199,64 ± 41,21* 256,15 ± 20,93 260,98 ± 37,59
CTLF (μg/dL) 405,67 ± 48,94 380,64 ± 74,93 398,32 ± 45,08 438,58 ± 30,92
Sat transf (%) 26,77 ± 3,76 45,77 ± 14,73* 37,13 ± 3,16 40,40 ± 8,50
Tf (mg/dL) 283,97 ± 34,26 266,45 ± 52,45 278,82 ± 31,55 307,01 ± 21,64
Eritrócitos
(x106/μL)
7,95 ± 0,63 7,84 ± 0,60 7,77 ± 0,60 7,29 ± 0,48
Hemoglobina
(g/dL)
15,07 ± 0,94 14,77 ± 0,31 15,29 ± 0,95 15,19 ± 1,10
Hematócrito (%) 42,88 ± 1,03 41,28 ± 1,35 42,50 ± 1,50 40,50 ± 1,66 
VCM (fl) 55,00 ± 0,89 54,83 ± 0,75 54,16 ± 0,75 55,00 ± 1,00
HCM (pg) 18,95 ± 0,39 19,14 ± 0,19 19,74 ± 0,11 20,58 ± 0,98§
CHCM (g/dL) 34,82 ± 0,49 35,11 ± 0,42 36,17 ± 0,63 * 37,53 ± 1,24§
Plaquetas
(x103/μL)
590,08 ± 56,53 544,08 ± 85,26 524,17 ± 16,68 589,10 ± 48,06
Células brancas 4,88  ± 2,54 4,89 ± 1,53 4,26 ± 1,31 5,24 ± 1,24
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(x103/μL)
CT, grupo tratado com dieta controle AIN-93G; + Fe, grupo tratado com dieta AIN-93G contendo 350 mg/Kg de
ferro; Tuc, dieta AIN-93G acrescida de 15% de Tucum-do-Cerrado; Tuc + Fe, dieta AIN-93G acrescida de 15% de
Tucum-do-Cerrado contendo 350 mg/Kg de ferro. Os dados correspondem a média ± desvio-padrão (n = 8). *
Diferenças estatísticas em relação ao grupo CT § Diferença estatística comparado ao grupo +Fe (p < 0,05).
O fígado caracteriza-se como o principal local de armazenamento de
ferro  do  organismo,  onde  este  mineral  é  estocado  associado  à  proteína
ferritina. O baço tem importante participação no metabolismo de ferro por ser
o órgão responsável pela reciclagem de eritrócitos, portanto o aumento na
concentração  de  ferro  nesse  órgão  pode  ser  dado  principalmente  pela
quantidade de hemácias (SHILS et al, 2009; PAPANASTASIOU et al, 2000).
A figura 1 mostra a concentração de ferro no baço, fígado, intestino e
rins dos animais dos diferentes grupos de tratamento. O consumo dietético de
ferro  dez  vezes  maior  que  a  recomendação  de  ferro  pra  roedores  (+Fe)
promoveu aumento da concentração de ferro no fígado (p = 0,032; Figura 1 –
A), no baço (p = 0,007; Figura 1 – B) e no intestino (p < 0,001; Figura 1 – C),
em  comparação  ao  grupo  CT.  No  rim  não  foram  observadas  diferenças
significativas  na  concentração  de  ferro.  Resultados  semelhantes  foram
encontrados nos estudos de Dongiovanni (2013) et al e de Gao (2014) et al,
nos quais ratos suplementados com ferro tiveram estoques hepáticos deste
micronutriente aumentados. 
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Figura  1. Efeito do consumo do Tucum-do-Cerrado na concentração de ferro nos tecidos de
ratos suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado. *Diferença estatística em relação ao grupo CT
(p<0,05). (One-way ANOVA seguido por teste post-hoc Bonferroni).
O  tratamento  com  Tucum-do-Cerrado  (Tuc)  não  alterou  a
concentração de ferro total nos tecidos. A associação do Tucum-do-Cerrado
com a suplementação de ferro (Tuc+Fe) não foi capaz de reduzir o acúmulo
deste micronutriente no baço, intestino e rins (p = 0,016, p < 0,001 e p =
0,018, respectivamente), em relação ao grupo CT. Semelhante ao encontrado
no presente  estudo,  Siqueira  et  al  (2012)  observaram que o  consumo da
amêndoa  de  Baru  (Dipteryx  alata  Vog),  alimento  rico  em  compostos
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fitoquímicos,  alterou  os  níveis  de  ferro  nos  tecidos  quando  associado  à
suplementação de ferro.
Como  a  hepcidina,  proteína  codificada  pelo  gene  Hamp,  é  um
regulador negativo do metabolismo de ferro, sob condições de sobrecarga de
ferro, este hormônio é secretado a fim de controlar os níveis sistêmicos deste
mineral no organismo, limitando tanto a absorção quanto a liberação de ferro
dos tecidos (GROTTO, 2008).  Ao final  do tratamento,  observou-se que os
níveis de transcritos de hepcidina (Hamp) no fígado dos animais do grupo
suplementado com ferro (+Fe) foi significativamente maior que o grupo CT (p
< 0,001;  Figura  2).  Os  altos  níveis  de  hepcidina  no grupo ferro  estão de
acordo com o resultado da concentração de ferro no fígado. 























Figura 2. Níveis de transcritos do gene Hamp no fígado de ratos suplementados com ferro e/ou
Tucum-do-Cerrado.  *Diferença estatística em relação ao grupo CT. § Diferença estatística em relação ao
grupo +Fe.
O  tratamento  dietético  com  Tucum-do-Cerrado  (Tuc)  promoveu
diminuição dos níveis hepáticos de Hamp em relação ao grupo controle (p =
0,001; Figura 1). A redução dos níveis de transcritos de hepcidina também foi
observada  na  associação  do  consumo  de  Tucum-do-Cerrado  e
suplementação  de  ferro  (Tuc+Fe),  em relação  ao  grupo  +Fe  (p  <  0,001),
corroborando  com  a  hipótese  de  que  o  Tucum-do-Cerrado  possui  um
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potencial  efeito  inibidor  da  transcrição  de  hepcidina.  A  associação  da
suplementação  de  ferro  com o  consumo  de  Tucum-do-Cerrado  tornou  os
níveis hepáticos de mRNA de Hamp semelhantes aos do grupo controle. No
estudo  de  Mu  et  al  (2014)  também foi  observado  que  o  tratamento  com
extrato da casca de semente de soja preta (rico em fitoquímicos) foi capaz de
reduzir  a  expressão  de  Hamp  no  fígado,  tanto  in  vivo quanto  in  vitro,
independente de uma maior oferta de ferro. 
Sabendo que compostos fitoquímicos também podem regular genes
relacionados  à  inflamação  (CARDOZO  et  al.,  2013;  LIU,  2013) e  que  a
inflamação  pode  regular  a  expressão  de  hepcidina  (PORTO  et  al,  2012;
VITALE  el  al,  2007),  foi  investigado  no  presente  estudo,  se  o  efeito  do
consumo de Tucum-do-Cerrado na diminuição da hepcidina está relacionado
à inflamação. 
Ao  final  de  12  semanas  de  tratamento  não  foram  encontradas
diferenças  significativas  nos  níveis  hepáticos  de transcritos  de  Il1b  e  nos
níveis de proteína sérica IL-1 entre os diferentes tratamentos (Figura 3 A e
B).  Com  relação  ao  outro  marcador  da  inflamação,  o  TNF-ɑ,  os  níveis
hepáticos de transcritos do gene que codifica esta proteína (Tnfa) também
não se encontraram alterados, embora a sobrecarga dietética de ferro tenha
provocado  aumento  significativo  dos  níveis  séricos  de  TNF-ɑ,  quando
comparado ao grupo CT (p = 0,039; Figura 3 C e D).
29




































Figura 3. Níveis de marcadores de inflamação em ratos suplementados com ferro e/ou Tucum-do-
Cerrado. (A) mRNA hepático de Il1b, (B) níveis séricos de IL-1, (C) mRNA hepático de Tnfa e (D)
níveis séricos de TNF-. *Diferença estatística em relação ao grupo CT. 
Outra  proteína  envolvida  na  modulação  da  hepcidina  pela  via  da
inflamação é o fator de transcrição STAT3 (Sinal  Transdutor e Ativador da
Transcrição 3). O STAT3 é uma proteína da família das STATs, que consistem
em fatores de transcrição que são ativados em resposta a várias citocinas.
Sob condições de inflamação, esta proteína, quando fosforilada migra para o
núcleo da célula promovendo a transcrição de Hamp (ZHONG et al,  1994;
LEVY et al, 2002; ANDREWS et al, 2006). 
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No  presente  estudo  observou-se  que  no  grupo  dos  animais
suplementados com ferro (+Fe) os níveis de pSTAT3 foram maiores que os do
grupo controle (p = 0,002), enquanto que o tratamento dietético com Tucum-
do-Cerrado associado à suplementação de ferro (Tuc+Fe) diminuiu os níveis
de pSTAT3 em relação ao grupo ferro (p = 0,001; Figura 4), e tornou os níveis
semelhantes  ao  observado  no  grupo  controle.  Estudos  recentes  com
tratamentos  de  extrato  de  semente  de  soja  preta  (MU  et  al,  2014)  que
também  observaram  inibição  da  transcrição  do  gene  da  hepcidina  em
camundongos,  verificaram  menor  fosforilação  de  fatores  de  transcrição
relacionados à ativação de hepcidina, dentre esses o pSTAT3. Desse modo,
os resultados do presente estudo sugerem que a inibição da expressão do
gene da hepcidina no grupo que consumiu Tucum-do-cerrado associado à
suplementação  de  ferro  (Tuc+Fe)  pode  estar  associada  à  diminuição  da
proteína  pSTAT3.  O  maior  nível  de  inflamação  (níveis  séricos  de  TNF-α)
observado no grupo +Fe corrobora com o aumento da pSTAT3. No entanto,
não  se  observou  o  mesmo  resultado  no  consumo  isolado  de  Tucum-do-
cerrado,  sugerindo  que  neste  caso,  outra  via  de  sinalização  possa  estar
envolvida na inibição da transcrição de hepcidina.
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CT +Fe Tuc Tuc+Fe
Figura 4. Níveis da proteína pSTAT3 no fígado de ratos suplementados com ferro e/ou Tucum-do-Cerrado pela
técnica de Western Blotting. *Diferença estatística em relação ao grupo CT. § Diferença estatística em relação ao grupo +Fe.
A  hepcidina  também  pode  ser  modulada  pelo  processo  de
eritropoiese. Nas situações em que a eritropoiese está estimulada a demanda
por ferro encontra-se aumentada, portanto a transcrição de Hamp é inibida
para  que  o  ferro  seja  liberado  das  células  para  produção  de  eritrócitos
(GAMMELLA et al, 2015). No presente estudo, os níveis renais de transcritos
de eritropoietina (Epo)  diminuíram no grupo suplementado com ferro e no
grupo Tucum-do-Cerrado em comparação ao grupo controle (p =0,001 para
ambos)  (Figura  5).  Não  tendo  sido  observadas  diferenças  no  grupo  que
consumiu Tucum-do-Cerrado associado à suplementação de ferro (Tuc+Fe),
em relação ao grupo +Fe. 
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Figura 5. Níveis de transcritos de eritropoietina (Epo) nos rins de ratos suplementados com ferro e/ou
Tucum-do-Cerrado. *Diferença estatística em relação ao grupo CT.
No  grupo  suplementado  com  ferro  (+Fe),  sugere-se  que  os  níveis
aumentados de Hamp estejam relacionados à diminuição da transcrição de
Epo,  uma  vez  que  essas  duas  proteínas  apresentam  efeitos  opostos  na
regulação  do  metabolismo  de  ferro  (CAMASCHELLA et  al,  2016).  Com
relação ao consumo de Tucum-do-Cerrado associado à suplementação de
ferro (Tuc+Fe) também foi observada diminuição dos níveis de mRNA renal
de Epo em relação grupo controle (p = 0,005). Embora os níveis de transcritos
de Hamp estejam diminuídos no tratamento dietético com Tucum-do-Cerrado
(Tuc),  neste  grupo  os  níveis  de  Epo  também  se  encontram  reduzidos,
sugerindo  que  haja  um  outro  mecanismo  de  inibição  Hamp  quando  há
consumo isolado do Tucum-do-Cerrado, revelando a necessidade de estudos




O  consumo  de  Tucum-do-Cerrado  inibiu  a  expressão  de  hepcidina
hepática em ratos suplementados ou não com ferro. A indução da expressão
Hamp hepática nos ratos suplementados com ferro parece ser mediada pela
via inflamatória STAT3/pSTAT3, sendo que consumo de Tucum-do-Cerrado é
capaz de inibir parcialmente essa via. 
No entanto, em ratos tratados com dieta normal em ferro a inibição da
expressão de hepcidina pelo consumo de Tucum-do-Cerrado parece não ser
mediada pela via inflamatória STAT3/pSTAT3 e pela via da eritropoietina. 
Os  resultados  sugerem  que  o  Tucum-do-Cerrado  possa  auxiliar  no
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